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Einleitung

1. Einleitung

Was sind Demodex-Milben?

Demodex-Milben wurden erstmals dokumentiert durch den Franzosen M. Berger im Jahr 1841
entdeckt,’ jedoch wurde die Entdeckung durch den deutschen Pathologen und Anatomen
Friedrich Henle erstmals spater im selben Jahr o6ffentlich publiziert.® Beide ordneten das Tier
jedoch nicht als Milbe ein, dies erfolgte erst 1842 durch den deutschen
Dermatohistopathologen Gustav Simon.'#1° Bereits ein Jahr spater, 1843, wurde vom Biologen
Richard Owen der bis heute gebrduchliche Name Demodex folliculorum gepragt.'®> Ab dem
Folgejahr wurden weitere Milbenarten in der Haut anderer Saugetiere entdeckt, 1844 erstmals
in der Haut des Hundes durch A. Tulk.??

Erst 1963 wurde durch L. Kh. Akbulatova entdeckt, dass in der menschlichen Haut zwei
verschiedene Demodex-Arten, mit langem und kurzem Phianotyp, beheimatet sind.! Im Jahr
1972 wurden die zwei Spezies von Clifford Desch und William Nutting morphologisch
voneinander abgrenzt und erhielten ihre bis heute tiblichen Namen: Demodex folliculorum und
Demodex brevis.* Zahlreiche anatomische Merkmale und Strukturen wurden ebenfalls in der
zweiten Halfte des letzten Jahrhunderts lichtmikroskopisch beschrieben, genauere
Untersuchungen waren jedoch mangels fortgeschrittener, mikroskopischer Techniken nicht
moglich. Auch fehlte es bislang an standardisierten Techniken im Umgang mit Demodex-
Milben, wie z.B. der Gewinnung grofRerer Milben-Zahlen, genaueren Methoden zur
Viabilitatsanalyse, der Cryokonservierung sowie der schonenden DNA-Extraktion.

Ebenso war lange unklar, ob und welche Endobakterien die Milben enthalten. Es wurden zwar
bereits 1961 durch Spickett sdurefeste Stibchen in der Milbe nachgewiesen,® allerdings gibt
es auch zahlreiche weitere Publikationen zu vermeintlichen Endobakterien der Milbe, meist
Bacilli.”1%-2! Alle diese Ergebnisse konnten allerdings bislang nicht erneut reproduziert werden
und beschreiben ebenso keine Methodik zur duReren Dekontamination der Milben. Nutting
beschrieb bereits 1976, dass am Chitin-Exoskelett Bakterien stark adherieren konnen, weshalb
es sich bei den ubiquitdar vorkommenden Bacillus-Arten um eine Kontamination gehandelt
haben kann.1011

Neben phanotypischen Merkmalen unterscheiden sich die beiden Spezies auch in ihrem
Habitat. D. folliculorum besiedelt den Haarfollikelschaft nahe der Oberflache, D. brevis ist in der

Haarfollikel-assoziierten Talgdriise beheimatet. Wenige Jahre zuvor wurde der Lebenszyklus
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der Milbe (Anmerkung des Autors: wahrscheinlich der haufiger anzutreffenden Art D.
folliculorum) durch Spickett dokumentiert. Er beobachtete die Entwicklungsstadien einzeln bis
zur nachsten Hautung bei nicht-adulten Tieren bzw. zur Eiablage oder Tod bei adulten Tieren.
Die Milben paaren sich am Ostium des Haarfollikels, anschlieRend wandert das ovipare
weibliche Tier in den Haarfollikelschaft und legt nach ca. 12 Stunden ein einzelnes Ei. Etwa nach
60 Stunden schlipft die erst sechsbeinige Larve, welche sich nach weiteren 36 Stunden zur
ebenfalls sechsbeinigen Protonymphe hautet. Diese wenig motilen Entwicklungsstufen werden
langsam mit dem Fluss des Sebums in Richtung des Ostiums befoérdert. Nach weiteren 72
Stunden entsteht durch erneute Hautung die nun achtbeinige Deutonymphe, welche sich nach
60 Stunden zum adulten Tier hdutet. Dieses hat die hochste Motilitat und kann aktiv andere
Haarfollikel aufsuchen, die Gesamtlebensdauer des adulten Tieres wurde von Spickett auf 120
Stunden geschatzt. Die Gesamtlebensdauer schatzte er auf etwa 348 Stunden entsprechend
14,5 Tagen.'” AuRerhalb des natiirlichen Habitats, also der menschlichen Haut, kann die Milbe
bisher nicht kultiviert werden, weshalb eine direkte, langerfristige Beobachtung unter

kontrollierten Bedingungen bislang scheiterte.’

100 pm

Abbildung 1: Ubersicht der anatomischen Verhiltnisse der Demodex-Milbe (modifiziert nach 12)
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1. Fragestellungen

1.1. Wie koénnen gezielt gréfiere Milbenzahlen zeitsparend
gewonnen werden? Wie Idsst sich der Todeszeitpunkt
genauer beobachten?

Efficient isolation and observation of the most complex human
commensal, Demodex spp.

(Clanner-Engelshofen et al., Exp Appl Acarol 2018)

Um fiir spater geplante Untersuchungen ausreichend Milben gewinnen zu kénnen, wurde eine
Gradientenzentrifugationsmethode basierend auf einem Sucrose-Gradienten, welcher fir die
Milben nicht schadlich ist, entwickelt. Hierliber lassen sich mit vergleichsweise wenig
Zeitaufwand groRe Milbenzahlen gewinnen und gleichzeitig dulRerlich reinigen, um Sebum,
Fett- und Gewebereste grofStenteils zu entfernen. Mit der Methode konnten in ca. einer Stunde
bis zu 320 Milben gewonnen werden, eine vergleichbare Anzahl hatte bei manueller Isolation

Uber 10 Stunden gedauert.

Weiterhin konnte durch die Verwendung des Fluoreszenzfarbstoffs Propidiumiodid (Pl)
erstmals der exakte Todeszeitpunkt einer Milbe bestimmt werden. Dies war zuvor aufgrund
des fehlenden Herz-Kreislauf-Systems, fehlender Atmung und langer vor dem Tod sistierender
Bewegung nicht akkurat moglich. Der Perforationsfarbstoff dringt diffusionsbasiert durch
Zellmembranen toter Zellen der Milben und interkaliert in die dsDNA, wonach er
fluoreszenzmikroskopisch detektiert werden kann. Untersuchungen haben gezeigt, dass der
Farbstoff nicht maligeblich toxisch auf die Milben wirkt, wodurch sich die Methode sehr gut

gegeniber den bislang etablierten Methoden zur Detektion der Viabilitat eignet.
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Diese Abbildung ist aus urheberrechtlichen
Grinden gesperrt. Sie ist Uber den genannten
Literaturverweis Uber die Fachzeitschrift bzw.

den Verlag aufrufbar.
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1.2. Wie koénnen die Milben noch zielgerichteter untersucht
werden? Koénnen standardisierte Techniken hierfiir
entwickelt werden?

Methods for extraction and ex-vivo experimentation with the most
complex human commensal, Demodex spp.

(Clanner-Engelshofen et al., Exp Appl Acarol 2020)

Um die spatere Forschung an Demodexmilben zu erleichtern und allen Wissenschaftlern
standardisierte Techniken an die Hand zu geben um mit den Tieren zu arbeiten, wurden in der
Forschungsarbeit mit dem Titel ,,Methods for extraction and ex-vivo experimentation with the
most complex human commensal, Demodex spp.” verschiedene Methodiken entwickelt und

evaluiert.

Diese Abbildung ist aus urheberrechtlichen
Grunden gesperrt. Sie ist Uber den genannten
Literaturverweis Uber die Fachzeitschrift bzw.

den Verlag aufrufbar.
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Das Spektrum reicht von einer neuen Methode zur Gewinnung der Tiere in sogenannten ,pore
plugs” (Sebumpfropfen der Haarfollikel) mittels einer Peel-off-Maske, der Lyse des Exoskeletts
zur Gewinnung von Milben-DNA mittels Hexafluoroisopropanol (einem Losungsmittel, das
vergleichsweise selektiv Chitin solubilisiert, jedoch die zellulare DNA intakt lasst), dem nicht-
letalen Wegfrieren von Milben mit Glycerol in flissigem Stickstoff (mit Ermittlung der
optimalen Konzentration gemessen an der Rate der (iberlebenden Tiere), der Anwendung
verschiedener Fluoreszenzfarbstoffe zum Anfarben unterschiedlicher Strukturen der Milben
(BODIPY fur Fetttropfchen, Hoechst 33258 fiir Zellkerne und Darstellung kernreicher Strukturen
wie dem Synganglion, sowie Resazurin zur Darstellung metabolisch aktiver Bereiche im Korper
der Milbe) und einfache Verhaltensstudien auf Agarplatten (Wanderverhalten Gber die Flache,

Verhalten beim Antreffen von Hindernissen und Versteckmaoglichkeiten).

Diese Abbildung ist aus urheberrechtlichen
Grinden gesperrt. Sie ist Uber den genannten
Literaturverweis Uber die Fachzeitschrift bzw.

den Verlag aufrufbar.
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1.3. Was ist das wahre Endobakterium von D. folliculorum?
Welche phdnotypischen und genetischen Eigenschaften hat
es?

Corynebacterium kroppenstedtii subsp. demodicis is the endobacterium
of Demodex folliculorum

(Clanner-Engelshofen et al., J Eur Acad Dermatol Venereol 2020)

Zahlreiche Arthropoden, wie Insekten und Arachniden, tragen endobakterielle Symbionten in
sich. Auch Uber die Demodexmilbe gibt es Publikationen zu Endobakterien — bereits 1961
wurden vermeintlich siurefeste Bakterien in den Milben gefunden,® spiter auch noch
verschiedene Bacilli, wie B. oleronius, B. simplex, B. cereus und B. pumilus.”*°=?1 Allerdings muss
beachtet werden, dass alle diese Studien keine Strategie zur Desinfektion der Milbenoberflache
beschrieben und auch bisher nicht reproduziert werden konnten. Das Ziel der aktuellen
Fragestellung war es den Endosymbionten der Demodexmilbe zu identifizieren. Die neu
identifizierte Subspezies Corynebacterium kroppenstedtii subsp. demodicis wurde
phanotypisch und genetisch detailliert beschrieben und die Unterschiede zu Corynebacterium
kroppenstedtii beschrieben. Weiterhin wurde die Weitergabe des Endobakteriums an den
Nachwuchs untersucht, wobei die Ergebnisse fiir eine vertikale Transmission sprechen. Die
antibiotische Suszeptibilitdat des Endobakteriums erklart ebenfalls moglicherweise die
Wirksamkeit von Doxycyclin gegen die Hauterkrankung Rosazea, welche stark mit der

Uberproliferation humaner Demodexmilben assoziiert ist.

Diese Abbildung ist aus urheberrechtlichen
Grinden gesperrt. Sie ist Uber den genannten
Literaturverweis Uber die Fachzeitschrift bzw. den
Verlag aufrufbar.
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1.4. Kann die Milbe ex-vivo kultiviert werden? Welchen Einfluss
hierauf haben Wirkstoffe, welche die Sebum-Produktion
modifizieren?

First ex vivo cultivation of human Demodex mites and evaluation of
different drugs on mite proliferation

(Clanner-Engelshofen et al., J Eur Acad Dermatol Venereol 2022)

Zahlreiche Autoren beschreiben Misserfolge bei der Kultivierung der Demodexmilbe, trotz der
Verwendung verschiedenster Kulturmedien, Temperaturen oder Kultursysteme.® Es schien
zwar zu gelingen die Milben am Leben zu erhalten, jedoch kam es nicht zur Fortpflanzung. Einzig
zwei Studien an caninen Demodexmilben, welche mitsamt der Haut des Hundes auf
immunsupprimierte Mause transplantiert wurden, konnten die Proliferation der Milben nach
90 Tagen histologisch nachweisen.>!® Dieses Vorwissen wurde mit dem hOSEC-System
(,human organotypic skin explant”) kombiniert, mit welchem menschliche Haut fir bis zu 75
Tage in Kultur gehalten werden kann.>® Menschliche Gesichtshaut dlterer Patienten wurde
daraufhin fir 90 Tage inkubiert und anschlieffend untersucht. Hierbei zeigte sich, dass die Haut
alle Entwicklungsstadien sowie lebende Milben enthdlt. Zudem wurde das System mit
seborrhoischen (Testosteron und Trenbolon) und sebostatischen (Retinol und Isotretinoin)
Wirkstoffen behandelt, was in allen Fallen zu einer Reduktion der Milbenproliferation fiihrte —
der starkste Effekt zeigte sich bei Isotretinoin, ein Wirkstoff, der off-label auch klinisch gegen

Rosazea angewendet wird.

10
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Diese Abbildung ist aus urheberrechtlichen
Grinden gesperrt. Sie ist GUber den genannten
Literaturverweis Uber die Fachzeitschrift bzw.

den Verlag aufrufbar.
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2. Zusammenfassung und Ausblick

In dieser Habilitationsschrift sollten Methoden zum Arbeiten mit Demodex-Milben etabliert
und die Biologie, Anatomie und Physiologie genauer untersucht werden.

Die dargestellten Arbeiten erleichtern die Arbeit an und mit Demodex-Milben und fiihren zu
einem besseren Verstandnis der Milben. Initial wurden daher vor allem standardisierte
Methoden fiir den Umgang mit und die Forschung an den Tieren entwickelt.

Weiterhin wurden die Endobakterien, welche meist eine wesentliche immunologische
Relevanz in Bezug auf den Wirt haben, erforscht und klassifiziert. Die neu entdeckte, bakterielle
Subspezies wurde vom Autor dieser Habilitationsschrift Corynebacterium kroppenstedtii subsp.
demodicis (der lateinische Genitiv des Wirtsspeziesnamen) benannt.

Zuletzt konnte noch ein langfristig geplanter, wissenschaftlicher Meilenstein realisiert werden,
die Kultivierung der Milben auRerhalb des Wirtes, mittels Hautexplantaten lber etwa 6
Milbengenerationen. Weiterhin wurden in derselben Arbeit verschiedene Wirkstoffe
hinsichtlich der Milbenproliferation im Modell getestet.

Diese Forschung hat zum Ziel den komplexesten humanen Kommensalen besser zu verstehen,
detaillierter zu erforschen und pathophysiologische Zusammenhange mit den assoziierten
Dermatosen zukiinftig genauer beschreiben zu kénnen.

Damit soll perspektivisch das gesamte Forschungsgebiet gestarkt und detailliertere

Untersuchungen zur Wirt-Mikroben-Interaktion ermdéglicht werden.

12
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Bacillus oleronius
Bacillus pumilus

Bacillus simplex
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s-Indacen, bzw. Filterset fir dieses Fluorophor
Basenpaare

beziehungsweise
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